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摘要 :【 目 的】 探究 我 国 新 疆 地 区 亚洲 玉米 坚 Ostrinia furnacalis 种 群 中 Wolbachia 共生 菌 的 感染 情 
况 , 明 确 Wolbachia 的 感染 类 型 及 分 布 模式 。【 方 法 】 对 采集 自 新 疆 维吾尔 自治 区 的 15 个 亚洲 玉米 
XEAIPTRERSRMT T Wolbachia 感染 率 检 测 ,并 分 别 对 感染 个 体 中 的 wsp, fisZ, gatB, coxA, hcpA 和 
fbpA 6 个 基因 片段 进行 亚 克 隆 和 测序 。 分 别 利 用 wp 序列 和 多 位 点 序列 分 型 系统 (multilocus 
sequence typing, MLST) 对 Wolbachia 感染 类 群 进行 系统 发 育 分 析 及 分 型 分 析 。【 结 果 】 在 15 个 供 
REH ERR F , Wolbachia RRA 0 ~40. 0% (5 个 种 群 中 未 检测 到 感染 个 体 ) ,平均 感染 率 
为 11.1% 。 发 现 共 感染 了 两 种 Wolbachia 株 系 , 分 别 命名 为 wOfurl 和 wOfur2 ,其 中 zwOfurl 属于 A 
大 组 ,WOfur2 属于 B 大 组 ,分 别 对 应 MLST 序列 型 为 ST352 和 ST37。 在 感染 种 群 中 ,昌吉 (CJ)、 特 
康 (FK)、 玛 纳 斯 ( MNS) fä e (QT)4 个 种 群 感染 了 w0Ofurl $e w0Ofur2 两 种 株 系 ,而 在 其 余 6 个 种 
群 即 和 田 (HT)、 库 尔 勒 (KEL) , 25 4E (SC) 5839 (SL) 4E AF (UM) 和 新 和 (XH) 中 仅 发 现 感染 
了 wOfur2 株 系 ,并 在 MNS 种 群 中 发 现 了 超 感染 现象 ,wOfurl 和 Ofur2 两 株 系 的 平均 感染 率 分 别 
为 1.2% 和 10.3%。 基 于 wsp 序列 及 MLST 等 位 基因 谱系 统 发 育 分 析 表 明 wOfur2 株 系 与 其 他 昆 末 
宿主 中 具有 杀 雄 和 诱导 胞 质 不 亲 和 作 用 的 Wolbachia 株 系 具有 很 近 的 亲缘 关系 。【 结 论 ] 我 国 新 疆 
WEEN E CE 3E Pp Ae Wolbachia 两 种 株 系 wOfurl 和 wOfur2 JE 3E 23] EXER S] ARE P 65 RE 
率 和 分 布 范围 具有 明显 差异 ,wOfur2 株 系 的 感染 率 高 于 wOfurl 株 系 , 且 wOfur2 Jk A de 3E CK 
种 群 中 分 布 更 广 。 

关键 词 : EHER; 地 理 种 群 ; Wolbachia; 感染 率 ; 系统 发 育 分 析 
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Abstract: [ Aim] The objective of this study is to investigate the diversity and prevalence patterns of 
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Wolbachia in populations of the Asian corn borer, Ostrinia furnacalis in Xinjiang, northwestern China. 
[Methods] Wolbachia infection rates in 15 geographical populations of O. furnacalis collected from 
Xinjiang Uygur Autonomous Region were detected, and six genes including wsp, ftsZ, gatB , coxA, hcpA 
and fbpA were subcloned and sequenced from each infected individual. Phylogenetic analysis and 
sequence typing of Wolbachia strains infecting O.  furnacalis were performed based on wsp sequences and 
by multilocus sequence typing system ( MLST) , respectively. [Results] The Wolbachia infection rates in 
the 15 O. furnacalis populations ranged from 0 to 40. 096 , with an average infection rate of 11. 196. (no 
infected individual was detected in five populations). Phylogenetic trees based on wsp sequences and 
MLST allelic profiles indicated that two Wolbachia strains, i. e., wOfurl and wOfur2, infected O. 
furnacalis populations in Xinjiang, which were assigned to the supergroup A and supergroup B, 
corresponding to MLST sequence type ST352 and ST37, respectively. Among the tested populations, four 
populations, i. e., populations from Changji (CJ), Fukang (FK), Manasi ( MNS) and Qitai (QT) , 
were infected with both strains, and six populations, i. e., populations from Hotan ( HT) , Korla ( KEL), 
Yarkant (SC) , Shule (SL), Urumqi (UM) and Xinhe ( XH), were only infected with wOfur2. The 
average infection rates of wOfurl and wOfur2 were 1.2% and 10. 396 , respectively. Superinfection was 
found in MNS population tested. wsp and MLST clustering showed a closely genetic relationship between 
wOfur2 and several Wolbachia strains which had been proved to induce cytoplasmic incompatibility and 
male-killing to their insect hosts. [ Conclusion] The two Wolbachia strains wOfurl and wOfur2 show 
distinct differences in the infection rate and prevalence pattern in O. furnacalis populations in Xinjiang. 
Infection with :wOfur2 is more frequent and widespread than that with wOfurl in O. furnacalis 
populations. 


Key words: Ostrinia furnacalis; geographical population; Wolbachia; infection rate; phylogenetic 


analysis 





Wolbachia 属于 细菌 门 (Bacteriophyta) a 变形 菌 
jj ( Alphaproteobacteria ) 的 一 类 胞 内 共生 菌 ,普遍 侵 
染 多 种 节肢 动物 和 丝 状 线虫 (Fenn and Blaxter， 
2006). 。 据 推测 ,在 节 胶 动物 门 中 有 52% 以 上 的 物 
种 感染 有 此 类 共生 菌 ,在 昆虫 纲 中 的 感染 率 在 20% ~ 
7696 ( Hilgenboecker et al., 2008; Weinert et al., 








阻止 或 减弱 昆虫 宿主 不 同 种 群 间 的 基因 交流 。 对 分 
布 在 欧洲 的 牧草 长 沫 暗 Philaenus spumarius 种 群 进 
行 线 粒 体 谱系 地 理学 分 析 发 现 ,其 地 理 种 群 可 分 为 
东北 、 西 南 两 大 文系 (lineage ), 这 两 个 文系 中 
Wolbachia 感染 率 存在 显著 差异 , 研究 者 认为 
Wolbachia 在 其 沫 蝉 宿主 感染 与 未 感染 个 体 间 造 成 












































2015 ) Wolbachia 在 宿主 中 的 传播 方式 主要 依靠 垂 
直 传 播 ( 母 系 传播 ) ,此 外 也 在 多 种 昆虫 中 发 现 了 
Wolbachia 在 不 同 种 宿主 间 发 生 水 平 传播 的 证 据 , 如 
重 过 寄主 - 拟 寄 生物 的 纽带 进行 种 间 传 播 (Yang et 
al., 2013; Ahmed et al., 2016) 。 Wolbachia 具有 如 
此 广泛 的 寄主 ,在 很 大 程度 上 依赖 于 它 对 宿主 的 生 
殖 调 控 作 用 ,使 宿主 产生 一 系列 生殖 异常 ,如 诱导 孤 
WEZE (parthenogenesis induction, PI) 、 胞 质 不 亲 和 
(cytoplasmic incompatibility, CI) 、 基 因 型 雄性 的 上 肉 
性 化 (feminization ) 和 杀 雄 ( male-killing, MK) 等 
( Werren et al., 2008; Zug and Hammerstein, 2015) 。 

近年 来 研究 发 现 , Wolbachia 对 宿主 的 调控 作用 
可 能 在 宿主 种 群 分 化 、 物 种 形成 和 进化 过 程 中 发 挥 
着 重要 作用 ,其 中 一 个 可 能 的 机 制 是 CI 能够 有 效 地 
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了 生殖 屏障 ,加 剧 了 沫 蝉 种 群 间 的 遗传 分 化 (Lis et 

al., 2015 )。 通 过 对 截 形 叶 螨 Tetranychus truncatus 
线粒体 细胞 色素 氧化 酶 COIT 基因 和 Wolbachia 感染 
分 析 发 现 , 感 染 个 体 中 的 遗传 多 样 性 显著 低 于 未 感 
染 个 体 , 且 在 叶 螨 种 群 中 发 现 线粒体 单 倍 型 与 
Wolbachia 感染 情况 呈 显 著 相 关 , 说 明 Wolbachia 可 
以 影响 叶 螨 宿主 种 群 的 遗传 结构 及 遗传 多 样 性 
(Zhang et al., 2013) 。 TE FH JE Altica ( 85388 E] ; nr FH 
TIO 内 不 同 种 叶 甲 分 别 感染 了 不 同 的 Wolbachia 类 
群 , 同 域 分 布 的 具有 特殊 线粒体 单 倍 型 的 个 体 均 伴 
随感 染 对 应 的 Wolbachia 株 系 ,并 且 发 现 wLytAl ff 
系 能 够 引起 叶 甲 宿主 种 群 性 比 失调 ,推测 Wolbachia 
在 该 属 叶 甲 物 种 形成 与 分 化 过 程 中 发 挥 了 重要 作用 
( Jückel et al., 2013) 。 






















































































I 


5 其 * 








等 : 新 疆 地 区 亚洲 玉米 旦 中 Wolbachia 共生 菌 的 检测 和 鉴定 557 








Wolbachia 具有 较 高 的 遗传 多 样 性 对 
Wolbachia 的 分 类 和 命名 常 基于 分 子 系统 学 分 析 。 
早期 鉴定 Wolbachia 感染 类 群 党 依据 16S rRNA, 
fis 和 wsp 基因 序列 进行 分 析 和 聚 类 ( 周 学 贵 等 ， 
2016)。 根 据 这 3 种 基因 序列 ,在 系统 进化 上 
Wolbachia 被 分 为 A -于 8 个 大 组 (supergroup) , 侵 
染 昆 虫 纲 的 多 属于 A 组 和 B 组 (Weren et al., 
1995) 。 由 于 wsp 基因 (编码 外 膜 蛋 白 ) 的 进化 速度 
快 ,具有 很 高 的 序列 多 态 性 ,基于 wsp 序列 曾 建立 起 
一 套 较 为 完善 的 Wolbachia 分 类 系统 (Zhou et al., 
1998; van Meer et al., 1999)。 但 由 于 Wolbachia 的 
基因 组 内 具有 很 高 的 重组 率 , 应 用 单一 基因 的 序列 
言 息 不 能 全 面 反 映 Wolbachia 类 群 之 间 的 系统 进化 
关系 (Baldo et al., 2006a; Baldo and Werren, 
2007) 。 为 此 , Baldo 55 (2006b) 提出 了 更 为 严谨 的 
Wolbachia 标准 分 型 体系 , 即 多 位 点 序列 分 型 系统 
( multilocus sequence typing, MLST) 。 该 系统 综合 了 
Wolbachia 中 普遍 存在 的 5 个 看 家 基因 的 序列 信息 ， 
包括 gatB (45-24 c te EP RS B 亚 基 基 因 ) hepA( 保 
守 假 定 蛋 白 基因 ) 、cox4( 细胞 色素 C. 氧化 酶 1 亚 基 
基因 ) JisZ( 细胞 分 列 蛋 白 基因 ) 和 fap (果糖 二 磷 
酸 醛 缩 酶 基因 ) ,并 建立 了 专门 的 数据 库 ( Wobachia 
MLST Databases; https; // pubmlst. org/wolbachia/) , 
用 于 对 Wolbachia 进行 鉴定 、 分 型 及 系统 聚 类 分 析 
( Baldo et al., 2006b) 。 

NV HR DER. Ostrinia furnacalis ( Guenée) Jgj F 85 
XH H ( Lepidoptera ) 5€ fi $} ( Crambidae ) fF Hf fr Jag 
Ostrinia ,在 我 国 各 玉米 产 区 均 有 分 布 ,是 为 害 玉米 
的 主要 害虫 之 一 ,给 我 国 玉米 生产 带 来 严重 损失 。 
关于 亚洲 玉米 坚 中 感染 共生 菌 Wolbachia 的 研究 可 
追溯 到 20 世纪 90 年 代 , 最 先 在 日 本 亚洲 玉米 蜡 种 
群 中 发 现存 在 性 比 肉 性 偏向 现象 , 且 这 种 性 比 偏 瞿 
性 在 群体 中 可 遗传 ,由 一 种 Wolbachia 株 系 感染 所 导 
致 ,感染 该 株 系 的 基因 型 雄性 个 体 发 生肉 性 化 ,而 且 
感染 该 株 系 的 肉 性 个 体 其 后 代 均 为 肉 性 (Kageyama 
et al., 1998, 2002; Sakamoto et al., 2007) 。 之 后 又 
TET EF IE JS VIL] JL P AE CRI C2. 18 FE EE O. 
scapulalis, © H WR O. orientalis 7H 3X 4€ E O. 
zaguliaevi 群体 中 也 发 现 了 类 似 的 性 比 偏 肉 性 现象 ， 
并 且 也 是 由 感染 相同 株 系 的 Wolbachia Pi Sx 
( Kageyama et al., 2003a, 2003b, 2004) , 

新 疆 是 我 国 陆 地 面积 第 一 大 省 区 ,地 处 欧 亚 大 
陆 中 心 ,境内 山脉 与 盆地 相间 排列 , 横 吾 于 中 部 的 天 
山 山 脉 把 新 疆 分 为 南北 两 半 ( 南 性 和 北 疆 ) 。 由 于 






































我 国 新 疆 地 区 特殊 的 生态 地 理 环 境 ,使 该 地 区 的 玉 
米 种 植 带 呈 斑 块 状 分 布 ( 王 永 兴 , 2002; BIS, 
2005 ) 。 以 玉米 为 主要 寄主 植物 的 亚洲 玉米 蜡 由 于 
受到 山脉 及 荒漠 等 地 理 因 素 的 阻隔 ,造成 南北 种 群 
间 基 因 交 流 困 难 ,地 理 隔 离 效 应 显著 。 新 疆 伊 犁 地 
区 是 典型 的 亚洲 玉米 旺 与 欧洲 玉米 晓 Ostrinia 
nubilalis ( Hübner) 的 混 生 区 ,已 有 研究 表明 ,该 地 区 
的 亚洲 玉米 晓 和 欧洲 玉米 蜡 两 物种 间 正 在 发 生 基因 
渗入 (introgression ) ,已 形成 一 定 比例 的 “中 间 种 ” 
(Wang et al., 2017) 。 新 疆 地 区 分 布 的 亚洲 玉米 量 
种 群 ,由 于 玉米 带 之 间 的 地 理 隔 离 特 性 以 及 处 于 亚 
洲 玉 米 蜡 和 欧洲 玉米 量 混 生 区 的 独特 性 ,是 研究 亚 
洲 玉 米 量 种 群 分 化 及 亚洲 玉米 蜡 和 欧洲 玉米 蜡 近 缘 
种 形成 与 演化 的 理想 实验 材料 。 

据 报道 , 我 国 亚洲 玉米 蜡 种 群 感染 Wolbachia 类 
群 非常 丰富 ,以 wsp 基因 序列 为 基础 的 分 类 系统 上 
共 发 现 感染 了 9 PP Wolbachia WRA (Li et al., 2013) 。 
迄今 为 止 ,尚未 见 利 用 MLST 系统 对 亚洲 玉米 旦 感 
染 Wolbachia 株 系 进行 鉴定 和 分 析 的 研究 报道 , 且 
Wolbachia 在 对 亚洲 玉米 蝶 种 群 分 化 和 物种 形成 中 
发 挥 了 怎样 的 作用 目前 尚未 得 知 。 本 研究 对 采集 自 
我 国 新 疆 地 区 的 15 ^P MEDI E OE HE PUR EE VETT 
Wolbachia 感染 检测 ,并 对 感染 的 株 系 利用 MLST 系 
统 进行 鉴定 和 分 型 ,以 明确 Wolbachia 在 我 国 新 疆 地 
区 亚洲 玉米 蜡 群 体 中 的 分 布 和 类 型 。 本 研究 结果 将 
有 助 于 揭示 Wolbachia 在 亚洲 玉米 蜡 中 的 传播 扩散 
规律 ,并 为 分 析 其 与 该 害虫 之 间 的 进化 关系 提供 一 
定 的 理论 基础 。 
























































1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 

本 试验 供 斌 亚洲 玉米 蜡 种 群 于 2014 -2015 年 
间 采 自 新 疆 维吾尔 自治 区 15 个 地 区 的 玉米 田中 , 采 
集 虫 态 均 为 4-5 龄 幼虫 。 各 种 群 样本 量 采集 地 点 
分 布 详情 如 表 1 所 示 。 采 回 后 单 头 幼虫 置 于 离心 管 
-80% 保存 至 DNA 提取 。 
1.2 基因 组 DNA 提取 

单 头 幼虫 置 于 2 mL 无 菌 离心 管 中 ,使 用 Tissue 
Lyser 工 自动 组 织 破 碎 仪 (QIACEN , 德国 ) 进行 虫 体 
研磨 和 和 勾 浆 ,使 用 血液 /组织 / 细 胞 基因 组 提取 试剂 
盒 (TIANGEN , 中 国 ) 提取 基因 组 DNA, DNA 样品 
通过 1% 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 提取 质量 , 并 用 
NanoDrop 微量 核酸 /蛋白 检测 仪 (Thermo, 美国 ) 测 
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定 各 DNA 样品 的 浓度 及 纯度 ,检测 合格 后 DNA 保 基因 对 Wolbachia 感染 率 进 行 检测 (O'Neill et al., 
存 于 -20% 备 用。 1992; Werren et al., 1995; Zhou et al., 1998) 。 以 确 
1.3 Wolbachia 感染 率 检测 定 感染 Wolbachia 的 亚洲 玉米 坚 DNA 样本 作为 阳性 


为 避免 PCR 扩 增 过 程 中 假 阴 性 和 假 阳 性 对 检 |， 对 照 ,以 ddH,0 代替 模板 DNA 作为 阴性 对 照 。PCR 
测 结果 的 干扰 ,分 别 采 用 16S RNA, fisz 和 wsp3 个 引物 及 退火 温度 如 表 2 所 示 。 

















R1 新 疆 亚洲 玉米 蝇 地 理 种 群 样品 采集 信息 及 Wolbachia 感染 率 


Table 1 Sampling information and the Wolbachia infection rate of different geographical populations 


of Ostrinia furnacalis in Xinjiang 















































Hen FANTA (4E- TT; REZ 感染 率 (9 
ee ee ed em 
No; Sampling agation code Croseodrdinates ( year-month ) size individuals rate 

1 察 布 查 尔 Chabuchar CB 43.21?N, 81.26?E 2015-08 29 0 0 
2 昌吉 Changji CJ 44. 76?N, 87. 18?E 2014-08 51 7 13.7 
3 HJR Fukang FK 44.09°N, 87.58°E 2014-08 45 2 4.4 
4 2E; Huocheng HC 43. 71?N, 80.44*E 2015-08 30 0 0 
5 TII EH Hotan HT 37.26?N, 80.32?E 2015-07 36 5 13.9 
6 库尔勒 Korla KEL 42.16?N, 86.05?E 2015-08 33 4 12.1 
7 玛 纳 斯 Manasi MNS 44. 76?N, 86. 18?E 2015-08 32 5 15.6 
8 JE 8) y£ Nilka NLK 43.45?N, 82.16?E 2015-08 35 0 0 
9 奇 台 Qitai QT 44.65°N, 90.64°E 2015-08 38 2 5.3 
10 水 车 Yarkant SC 38.58?N, 77.21°E 2015-07 35 14 40.0 
11 ifi 4] Shule SL 38.68?N, 75. 82?E 2015-07 30 8 26.7 
12 乌鲁木齐 Urumqi UM 44.32?N, 88.37?E 2015-08 34 6 17.7 
13 新 和 Xinhe XH 40. 85?N, 82. 13?E 2015-08 28 4 14.3 
14 新 源 Xinyuan XY 43.62?N, 83.86?E 2015-08 30 0 0 
15 伊 宁 Yining YN 43.92?N, 80.25?E 2015-08 29 0 0 
R2 引物 信息 
Table2 Primer information 
引物 引物 序列 (5 -3^) 退火 温度 (5 ) 产物 长 度 (bp) 用 途 
Primers Primer sequence Tm Product size Purpose 
16S_F CATACCTATTCGAAGGGATAG 51 440 
16S_R AGCTTCGAGTGAAACCAATTA 
fisZ F GTTGTCGCAAATACCGATGC 55 1043 -1 055 Wolbachia 感染 检测 
ftsZ_R CTTAAGTAAGCTGGTATATC Wolbachia infection detection 
wsp81F TGGTCCAATAACTGATGAAGAAAC 55 580 -632 
wsp691R AAAAATTAAACGCTACTCCA 
gatB Fl GAKTTAAAYCGYGCAGGBGTT 54 4n 
gatB. RI TGGYAAYTCRGGYAAAGATGCA 
coxA Fl TIGGRGCRATYAACTTTATAG 54 A87 
coxA. RI CTAAAGACTTTKACRCCAGT 多 位 点 序列 分 型 系统 看 家 基因 扩 增 
hcpA_F1 GAAATARCAGTTGCTGCAAA T! uis Amplification of housekeeping genes 
hcpA, R1 GAAAGTYRAGCAAGYTCTG from multilocus sequence typing 
ftsZ Fl ATYATGCARCATATAAARGATAG 54 524 (MLST) 
ftsZ_R1 TCRAGYAATGGATTRGATAT 
fbpA FI GCTGCTCCRCTTGGYWTGAT 59 509 


fbpA_R1 


CCRCCAGARAAAAYYACTATTC 
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PCR 反应 体系 (20 uL) :2 x Taq PCR MasterMix 
10 uL, 1E/ 5c [6] 5| 2] (10. mmol/L) 4& 1. pL, DNA 模 
板 1 uL A ddH,O 7 uL(TIANGEN, FE). PCR 扩 
增 程序 : 95C 预 变 性 3 mi; 95%C 30 s, Tm 退火 
1 min, 72°C 延伸 1 min, 35 个 循环 ; 最 后 72% 延伸 
10 min。 反 应 结束 后 ， 取 5 uL PCR 产物 于 1.5% 
的 琼脂 糖 凝 胶 进 行 电 瀛 检测， 电泳 检测 结果 
在 UVP Biodoc-IT220 凝 胶 成 像 系统 中 观察 并 拍照 
记录 。 
1.4 感染 个 体 中 Wolbachia MLST 序列 分 型 及 
wsp 序列 分 析 

在 确定 感染 Wolbachia 的 亚洲 玉米 旦 个 体 中 分 
HHI% gatB, hcpA, coxA, fisZ , fbpA 及 wsp 6 个 基因 
片段 (Baldo et al., 2006b; Baldo and Werren, ，2007 ; 
Simões et al., 2011) , PCR 反应 体系 (50 ML) :2 x 
Taq PCR MasterMix 25 uL, IE/ 反 向 引物 (10 mmol/ 
L) 各 2 uL, DNA 模板 2 uL 及 ddH,O 19 uL 
(TIANGEN, 中 国 ) 。 反 应 条 件 同 1.3 节 , 引 物 序列 
及 退火 温度 见 表 2。 将 目的 片段 分 别 在 紫外 灯 下 进 
行 切 胶 ,用 凝 胶 回 收 试剂 盒 进 行 纯化 回收 ,与 
pGEM-T 载体 (TIANGEN ) 于 4Y 下 连接 过 夜 。 将 连 

















2 结果 


2.1 新 疆 亚 洲 玉 米 蝇 种 群 Wolbachia 感染 率 

在 采集 的 15 个 地 理 种 群 共 515 头 亚洲 玉米 量 
幼虫 中 , 共 检 测 到 57 头 个 体感 染 了 Wolbachia, 4&& 
种 群 中 Wolbachia 感染 率 在 0 ~ 40. 0 不 等 ,不 同 种 
群 中 感染 率 差 异 较 大 ,平均 感染 率 为 11. 1% (X 
1)。 有 5 个 种 群 未 检测 到 感染 个 体 , 占 供 试 种 群 的 
1/3, TERI REEETP , REE (FK) 和 奇 台 (QT) 两 个 
种 群 的 感染 率 较 低 以 外 (4% — 596 Jc) ,其 他 种 群 
HI Wolbachia 感染 率 均 在 1096 以 上 ,其 中 莎 车 (SC) 
种 群 的 感染 率 最 高 , 达 40. 0% 。 
2.2 基于 wsp 基因 的 Wolbachia 系统 发 育 分 析 

在 检测 到 感染 的 10 个 种 群 共 57 3E EMILE OK RE 
感染 个 体 中 ,基于 wsp 基因 片段 序列 比 对 和 分 析 , 共 
发 现 感染 了 两 种 Wolbachia 株 系 ,对 应 片段 长 度 分 别 
为 602 和 599 bp ,分 别 命名 为 wOfurl 和 wOfur2 ,两 
株 系 wsp 基因 的 序列 相似 度 为 78.7% ,遗传 距离 为 
0.218, wOfurl FI wOfur2 分 别 与 GenBank 中 登录 的 
wFurl ( GU166588 ) 和 wFur9 ( GU166596 ) 序列 完全 












































接 产 物 转 化 至 感受 态 大 肠 杆菌 Escherichia. coli 中 , 通 
过 蓝 白斑 筛选 ,每 个 感染 个 体 每 个 基因 随机 挑选 
5 ~6 个 阳性 克隆 ,经 菌 液 PCR 鉴定 含有 目的 片段 
后 , 交 由 公司 进行 双向 序列 测定 〈 生 工 生物 工程 股 
份 有 限 公司 ) 。 

将 测序 后 得 到 的 序列 首先 利用 DNAMAN 软件 
进行 初步 整理 ,去 除 两 端的 载体 序列 。 将 整理 后 的 
序列 在 NCBI 网 站 中 进行 同 源 性 搜索 (Nucleotide 
BLAST) , ( http: // blast. ncbi. nlm. nih. gov/Blast. 
cgi) ,确定 所 得 序列 为 目的 基因 序列 后 ,将 测序 结果 
全 部 提交 到 PubMLST 数据 库 ,获得 由 各 等 位 基因 编 
号 组 成 的 MLST 等 位 基因 谱 和 WSP 的 基因 谱 , 得 到 
感染 Wolbachia 的 序列 型 (ST)。 选 取 PubMLST 数 
据 库 中 具 代 表 性 的 Wolbachia 株 系 (所 选 株 系 均 对 
其 昆虫 宿主 具有 一 定 的 生殖 调控 作用 ) ,连同 本 人 研 
究 所 得 亚洲 玉米 晨 中 感染 的 Wolbachia 株 系 ,利用 
MEGA v. 6. 06 软件 分 别 依 据 wsp 序列 和 MLST 等 位 
基因 谱 构 建 最 大 似 然 法 (maximum likelihood, ML) 
系统 发 育 树 ,采取 Kimura 2-Parameter 模型 计算 遗传 
距离 ,位 点 间 变 异 率 采 用 G 位 点 间 变 化 的 离散 
Gamma 分 布 ,其 他 参数 设置 为 默认 值 ,检验 支持 率 
的 重复 性 抽样 分 析 (bootstrap analysis) 参数 设置 为 
1 000 次 。 


























致 。 在 感染 种 群 中 , wOfurl 和 wOfu2 在 昌吉 
(CJ) . 旱 康 (IK) , 3352039: ( MNS) 和 奇 台 (QT)4 个 种 
群 中 均 有 感染 ,而 在 其 余 6 个 种 群 中 仅 发 现 感染 了 
wOfur2 株 系 。 在 所 有 感染 的 亚洲 玉米 蜡 个 体 中 ,有 
4 头 个 体感 染 了 wofurl 株 系 ,51 头 个 体感 染 了 
wOfur2 株 系 ,并 在 MNS 种 群 的 两 头 个 体 中 发 现存 在 
Wolbachia 的 超 感染 现象 , 即 同一 头 亚洲 玉米 蜡 个 体 
中 同时 感染 了 woOfurl 和 wOfar2 两 种 共生 菌 (图 
1)。w0Ofurl 和 zwOfur2 两 株 系 在 所 有 供 试 种 群 中 的 
平均 感染 率 分 别 为 1.2% 和 10.3%。 从 种 群 地 域 分 
布 来 看 , 南 疆 地 区 种 群 (包括 和 田 、 库 尔 勒 、 莎 车 、 琉 
勒 和 新 和 35 个 种 群 ) Wolbachia 总 体感 染 率 为 
21. 60% ,而 北 性 地 区 种 群 (其 余 10 个 供 试 种 群 ) 总 
体感 染 率 仅 为 6. 23% , 南 疆 和 北 疆 地 区 Wolbachia 
总 体感 染 率 表 现 出 明显 差异 。 

系统 发 育 分 析 结 果 显 示 ,w0Ofurl 和 w0Ofur2 分 
于 A 大 组 和 B 大 组 , wOfurl 与 掠 蝇 金 小 ! 
Muscidifurax uniraptor 中 感染 的 wUni 株 系 聚 为 一 个 
分 支 , 同 属于 A 大 组 Uni 组 ; 而 wOfur2 55 JK K E 
Laodelphax striatellus 中 感染 的 wStri 株 系 条 拟 谷 
盗 Tribolium confusum 中 感染 的 wCon 株 系 聚 为 一 个 
分 文 , 同 属于 了 B 大 组 Con 组 (图 2)。 
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Wolbachia 株 系 wOfurl 和 wOfur2. 在 供 试 新 疆 亚 洲 玉 米 蜡 种 群 中 的 分 布 情况 


Prevalence of wOfurl and wOfur2 strains of Wolbachia among Ostrinia furnacalis populations in Xinjiang 


种 群 代码 同 表 1。Population codes same as those in Table 1. 
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3138 Drosophila simulans (AF020067) 


21] SERİ Drosophila melanogaster (AF020064) 






FERI Drosophila melanogaster (AF020072) 
b EE RR ARS Drosophila melanogaster (AF020063) 
ERR EROR Drosophila melanogaster (AF020065) 
黑 腹 果 蝇 Drosophila melanogaster (AF020066) 
[一 掠 蝇 金 小 蜂 Muscidifurax uniraptor (AF020071) 
L @ wOfurl (GU166588) 





[— RI Etg Glossina centralis (AF020078) 


Bl EUR Glossina morsitans (AF020079) 
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一 丽 蝇 晴 集 金 小 蜂 Nasonia vitripennis (AF020081) 


RETE Glossina austeni (AF020077) 








静 食 白星 Phlebotomus papatasi (AF020082) 











TIBHESE Cadra cautella (AF020075) 
00 
WR Drosophila simulans (AF020068) 


Sg Drosophila sechellia (AF020073) 


96 | tf eb? Culex quinquefasciatus (AF020060) 

















尖 音 库 蚊 Culex pipiens (AF020061) 
WRI Drosophila simulans (AF020069) 
拟 果 蝇 Drosophila simulans (AF020074) 


- 自 纹 伊 蚁 Aedes albopictus (AF020059) 


100 让 一 一 183HESIE Cadra cautella (AF020076) 
































一 rh KE Tagosedes orizicolus (AF020085) 
JRI Trichogramma deion (AF020084) 


AKA Laodelphax striatellus (AF020080) 








一 一 RWE Tribolium confusum (AF020083) 


100 99| IES ERR Drosophila auraria (AF020062) 
ETT Drosophila simulans (AF020070) 
89 
99 
70 
100 | 
93| 
98 
99 
一 9 wOfur2 (GU166596) 
79 
71 
0.02 
图 2 


基于 wsp 基因 核 背 酸 序 列 构建 的 Wolbachia 系统 发 育 树 (最 大 似 然 法 ) 
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Fig. 2 Phylogenetic tree based on nucleotide sequence of wsp gene generated by maximum likelihood ( ML) algorithm 
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2.3 基于 MLST 的 Wolbachia 株 系 分 型 及 系统 发 
育 分 析 

MLST 分 析 显 示 wOfurl 和 wOfur2 株 系 分 别 对 
应 2 种 序列 型 (sequence type, 
ST37 ,各 看 家 基因 和 wsp 基因 对 应 的 等 位 基因 编号 
如 表 3 所 示 。 由 ML 系统 发 育 树 可 见 ,30 个 株 系 共 
分 为 两 大 分 支 , 即 A 大 组 和 B 大 组 。 在 A 组 中 , 亚 




















感染 现象 ( 即 同时 感染 了 wOfurl 和 wOfur2 两 株 
系 ) ,说 明 两 种 Wolbachia 共生 菌 在 该 地 区 亚洲 玉米 
晨 中 主要 以 单独 侵 染 为 主 。 

Wolbachia 在 寄主 种 群 中 随 着 寄主 的 扩散 、 迁 
和 基因 交流 得 以 传播 ， ee 
范围 与 其 在 寄主 中 所 引起 的 适合 度 代 价 .寄主 对 共 
生 菌 的 生理 抗 性 、 株 系 之 间 的 竞争 作用 垂直 传 播 效 



































洲 玉 米 蜡 感染 的 wOfurl 株 系 与 掠 蝇 金 小 蜂 M. 
uniraptor 中 感染 的 Muni 株 系 (ST23 ) 4058 2 x; 35 e 
Colias palaeno 中 感染 的 Cpal Hk Z& ( ST352) 聚 为 一 
文 ; 在 B 组 中 ,wOfurz2 RRI 0. scapulalis 
中 感染 的 Osca 株 系 (ST27) 和 造纸 胡 蜂 Polistes 
dominula 中 感染 的 Pdom 株 系 (ST37 ) 聚 为 一 支 ; 系 
统 树 各 分 支 Bootstrap 置信 度 均 在 5096 以 上 (图 3)。 
wOfur2 株 系 与 其 他 昆虫 宿主 中 具有 杀 雄 和 诱导 胞 
质 不 亲 和 作 用 的 Wolbachia 株 系 具有 很 近 的 杀 缘 
关系 。 
表 3 亚洲 玉米 蝇 中 Wolbachia 株 系 的 MLST 等 位 
基因 谱 及 序列 型 
Table 3 MLST allelic profiles and sequence types (ST) 
of Wolbachia strains detected from Ostrinia furnacalis 

















Wolbachia 




















株 系 看 家 基因 Housekeeping genes 序列 型 
Sm Sequence wsp 
Wolbachia 
: gatB cox4 hcpA  fisZ — fbpA type 
strain 
wOfurl 8 7 8/198 6 1 ST352 . 700 
wOfur2 9 9 6 8 10 ST37 63 


表 中 各 基因 下 对 应 的 数字 为 PubMLST 数据 库 中 对 应 的 等 位 基因 编 
号 。The number below each allelic gene indicates the allele number in 


PubMLST database. 


3 结论 与 讨论 








本 研究 对 我 国 新 疆 地 区 15 个 亚洲 玉米 蜡 种 群 
进行 了 Wolbachia 感染 检测 ,在 其 中 10 个 种 群 中 检 
测 到 了 该 种 共生 菌 的 感染 , Wolbachia 平均 感染 率 为 
11.196 ,在 感染 个 体 中 共 检 测 到 两 种 Wolbachia 株 
系 ,其 中 wOfurl 株 系 属于 A 大 组 ,在 MLST 分 型 系 
统 中 的 序列 型 为 ST352 ,wOfur2 株 系 属于 B 大 组 ,在 
MLST 分 型 系统 中 的 序列 型 为 ST37。 在 感染 种 群 
中 ,wOfurl 和 wOfur2 在 昌吉 (CJ)、 阜 康 (FK)、 玛 纳 
斯 (MNS) 和 奇 台 (QT)4 个 种 群 中 均 有 感染 ,而 在 其 

RO 个 种 群 中 仅 发 现 感染 了 wOfu2 株 系 ,相对 于 
wOfarl 而 言 ,wOfw2 在 新 疆 地 区 亚洲 玉米 蝶 中 的 侵 
染 分 布 更 广 。 此 外 在 所 有 检测 种 群 中 , 仅 在 玛 纳 斯 
种 群 的 两 头 玉 米 蜡 个 体 中 发 现存 在 Wolbachia 的 超 

































































率 以 及 对 寄主 产生 的 生殖 调控 作用 等 多 种 因素 相关 
( Fleury et al., 2000; Koehncke et al., 2009 ; Duplouy 
et al., 2015) 。 据 推 测 ,具有 杀 雄 作用 的 Wolbachia 
株 系 在 宿主 中 的 感染 率 通常 低 于 具有 诱导 胞 质 不 亲 
和 的 Wolbachia 感染 率 ( Hilgenboecker et al., 2008) 。 
本 研究 MLST 分 型 系统 和 wsp 基因 系统 发 育 分 析 结 
RRA ,感染 亚洲 玉米 量 A 组 的 wOfurl 株 系 与 掠 蝇 
金 小 蜂 M. uniraptor 中 感染 的 具有 诱导 宿主 发 生 孤 
WEE JR BS Muni 株 系 亲缘 关系 较 近 ,而 B 组 的 
wOfur2 株 系 与 豆 秆 野 量 O. scapulalis 中 感染 的 Osca 
株 系 和 造纸 胡 蜂 P. dominula 中 感染 的 Pdom 株 系 
亲缘 关系 最 近 。 据 报道 ,这 两 种 株 系 分 别 对 昆虫 宿 
主 具有 杀 雄 和 诱导 胞 质 不 亲 和 的 作用 ( Baldo et al., 
2006b) 。 根 据 wsp 序列 比 对 发 现 本 研究 中 wOfur2 
株 系 与 之 前 报道 的 日 本 亚洲 玉米 旦 种 群 中 感染 的 
Wolbachia 属于 同一 株 系 ,该 株 系 具 有 诱导 基因 型 雄 
性 个 体 雌性 化 并 使 感染 个 体 只 产生 雌性 后 代 的 生殖 
效应 ( Kageyama et al., 2002) 。 本 研究 发 现 , 侵 染 新 
SE M DC IE D S AK HERI PER. Wolbachia 株 系 分 布 频率 
存在 明显 差异 ,其 中 w0fur2 的 平均 感染 率 为 10.3% 
而 wOfurl 的 平均 感染 率 仅 为 1.2% , H. wOfurl 的 分 
布 范 围 小 于 wOfu2 株 系 。 据 此 推测 Ofur2 株 系 
有 具有 对 寄主 的 生殖 调控 作用 或 使 寄主 具有 更 高 的 适 
合 度 ,有 利于 其 在 寄主 中 更 广泛 地 分 布 与 传播 。 除 
诱导 寄主 肉 性 化 和 产 肉 生殖 以 外 ,oOfurl 和 wOfur2 
株 系 是 否 在 亚洲 玉米 蜡 寄 主 中 还 具有 其 他 形式 的 生 
殖 调控 作用 ,至 今 还 尚未 得 知 。 

Wolbachia 在 新 疆 地 区 亚洲 玉米 蜡 中 的 分 布 和 
感染 频率 具有 一 定 的 地 域 差异 ,表现 为 北 疆 地 区 种 
群 整 体感 染 率 较 低 , 而 南 疆 地 区 种 群 感染 率 较 高 。 
造成 不 同 地 区 Wolbachia 感染 率 差 异 的 原因 ,可 能 与 
不 同 气候 条 件 下 亚洲 玉米 旦 寄主 具有 不 同 的 发 育 历 
期 和 发 生 代数 相关 ( 阿 依 克 孜 等 , 2017) ,并 且 由 于 
新 疆 境内 山脉 与 荒漠 等 地 理 因 素 , 造 成 分 布 在 南 吐 
和 北 疆 的 亚洲 玉米 蜡 种 群 之 间 基 因 交 流 受到 阻碍 。 
在 本 研究 中 ,新 疆 西北 部 伊犁 州 的 5 个 种 群 (包括 
察 布 查 尔 、 霍 城 、 尼 勒 克 、 新 源 和 伊 宁 ) 均 未 检测 到 
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图 3 基于 MLST 等 位 基因 谱 构建 的 Wolbachia 系统 发 育 树 (最 大 似 然 法 ) 


Fig. 3 Phylogenetic tree based on Wolbachia MLST allelic profiles generated by maximum likelihood ( ML) algorithm 
Dbif A ST34; Drosophila bifasciata; Ekue_A STI9; Jh pit Ephestia kuehniella; Dori_A ST12: Drosophila orientacea; Ngir. A ST25; 金 小 蜂 
Nasonia giraulti; Dsim. A, wRi STI7; WR tẹ Drosophila simulans; Cpal | A ST352; 黑 缘 豆 粉 蝶 Colias palaeno; 
Muscidifurax uniraptor; Dsim A, wAu STIA4; 拟 果 晶 Drosophila simulans; Dmel_A_wMel STI ; JA Rtg Drosophila 
Drosophila. recens; Nlon_A ST24; 长 角 金 小 蜂 Nasonia longicornis; Dinn_A ST10: Drosophila innubila; Aalb A ST2; EF 


_A ST33; M5 FX Camponotus pennsylvanicus; Avul, B ST6; 鼠 妇 Armadillidium vulgare; Dsim, B. wMa ST15 : 1/5 
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FHJI Ostrinia scapulalis; Calt_B ST7; 
金 小 蜂 Nasonia vitripennis; Eman, B ST41 : 黄粉 蝶 Eurema 


mandarina; Cpip_B ST9; 尖 音 库 蚊 Culex pipiens; Ekue B ST20; HPK Ephestia kuehniella. Cl; 诱导 胞 质 不 亲 和 Cytoplasmic incompatibility ; 
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Wolbachia 株 系 名 称 、 所 


marked on each branch. 














尺 示 遗 传 距 离 ; 各 分 支 标记 为 


属 大 组 及 序列 型 。The scale bar indicates the genetic distance. Strain name, supergroup ( A, B) and sequence type (ST) are 


感染 个 体 。 该 区 域 在 20 世纪 80 年 代 中 期 以 前 为 欧 源 , 而 亚洲 玉米 蜡 在 与 欧洲 玉 
VEXI O. nubilalis ti: X (IRRE, 1988) ,而 据 优 势 ,说 明 相同 环境 下 亚洲 


近 30 年 来 亚洲 玉米 旦 已 成 功 和 人 侵 并 逐渐 成 为 该 区 
域 玉 米 蝶 的 优势 种 。 同 域 分 布 的 亚洲 玉米 量 和 欧洲 
玉米 蜡 处 于 相同 的 生态 位 ,享有 共同 的 寄主 植物 资 





合 度 。 本 研究 结果 表明 ,此 区 域 亚洲 玉米 坚 种 群 
Wolbachia 感染 率 极 低 ,说 明 Wolbachia 在 该 区 域 亚 
洲 玉 米 蜡 群体 中 的 传播 受到 了 阻力 。 


米 蜡 的 竞争 中 逐渐 占 
玉米 曝 具 有 更 高 的 适 




















5 期 ZE A: 新 疆 地 区 亚洲 玉米 量 中 Wolbachia 共生 菌 的 检测 和 鉴定 563 




















在 生物 进化 的 历史 进程 中 由 于 可 能 发 生 过 种 间 
的 基因 渗入 或 地 理 分 隔 ,都 可 能 导致 物种 内 线粒体 
基因 序列 存在 深度 的 分 化 和 变异 (Munoz et al., 
2011) 。 在 进化 过 程 中 , 母系 遗传 的 共生 菌 常 通过 
对 寄主 的 生殖 调控 策略 ,提高 其 能 够 传播 到 下 一 代 
的 几率 ,而 导致 寄主 种 群 线粒体 基因 单 倍 型 频率 的 
改变 。 由 于 Wolbachia 侵 染 可 能 会 在 寄主 种 群 中 感 
染 个 体 与 非 感染 个 体 之 间 造 成 生殖 隔离 ,有 效 阻止 
或 减弱 了 寄主 种 群 之 间 的 基因 交流 ,经 过 长 期 发 展 
可 能 会 促进 寄主 种 群 内 或 种 群 间 产 生 进一步 的 遗传 
分 化 , 甚至 最 终 分 化 形成 新 的 物种 (Smith et al., 
2012; Ritter et al., 2013 ) 。 最 新 研究 发 现 ,新 疆 伊 
犁 地 区 的 亚洲 玉米 蜡 和 欧洲 玉米 蜡 近 缘 种 之 间 正 在 
发 生 基 因 渗 入 现象 ,产生 了 一 定 比例 的 杂交 种 , 即 发 
现 通过 母系 遗传 的 线粒体 基因 和 两 性 遗传 的 核 基因 
来 自 于 两 个 物种 ( Wang et al., 2017), WIERE 
种 群 中 普遍 感染 有 Wolbachia( Li et al., 2013) ,而 至 
今 未 在 欧洲 玉米 量 中 检测 到 Wolbachia 的 感染 。 已 
知 地 理 隔 离 (亚洲 玉米 蜡 和 欧洲 玉米 蜡 在 世界 范围 
内 各 自 具 有 不 同 的 分 布 范围 ) 和 性 信息 素 组 分 的 差 
异 是 亚洲 玉米 虹 和 欧洲 玉米 旦 之 间 维 系 生殖 隔离 的 
主要 因素 (Wang et al., 2017) 。 伊 犁 州 亚洲 玉米 量 
和 欧洲 玉米 蜡 混 生 区 未 发 现 Wolbachia 感染 ,推测 
Wolbachia 在 两 种 玉米 蜡 发 生 基因 渗入 的 过 程 中 逐 
HER ,或 感染 个 体 因 在 亚洲 玉米 虹 和 欧洲 玉米 量 
共生 环境 中 具有 某 种 适合 度 劣 势 而 被 逐渐 淘汰 。 为 
此 ,不 同 Wolbachia 株 系 的 感染 对 亚洲 玉米 蜡 及 欧洲 
玉米 蜡 个 体 适合 度 会 产生 何 种 影响 还 需 进一步 深入 
WI Xe 4 1E , Wolbachia 3 XV 1| 3s 2K s fH OC] Hs 
米 旦 物种 分 化 过 程 中 发 挥 了 何 种 作用 仍然 未 知 , 且 
亚洲 玉米 旦 中 感染 的 Wolbachia 是 否 会 通过 诱导 寄 
主 的 胞 质 不 亲 和 作 用 而 加 强 其 与 欧洲 玉米 蜡 之 间 的 
生殖 隔离 效应 , 仍 需 进 一 步 研 究 。 此 外 ,在 今后 的 研 
究 中 ,还 需 进 一 步 结合 亚洲 玉米 晶 线 粒 体 基因 来 分 
析 Wolbachia 感染 是 否 具 有 促进 亚洲 玉米 蜡 种 群 间 
产生 遗传 分 化 的 效应 。 
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